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产低温碱性脂肪酶菌株 Acinetobacter johnsonii LP28 

的鉴定及发酵条件优化 
 

戚 薇，邵 静，王 晨，王海宽 
(工业微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：从实验室保藏的 49 株碱性脂肪酶产生菌中筛选出产低温碱性脂肪酶菌株 LP28，初步酶学性质研究表明，该

脂肪酶的最适作用温度为 30,℃，最适作用 pH 为 9.0，粗酶液在室温条件下处理 48,h 仍具有 93.78%的残余酶活．该菌

经 16S,rDNA 鉴定为约氏不动杆菌(Acinetobacter johnsonii)，同源性为 99%．摇瓶实验表明，该菌株最适产酶培养基为

(g/L)：淀粉 10，牛肉膏 20，K2HPO4 1，PVA–大豆油 20．最高酶活为 3.06,U/mL． 
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Identification and Optimization of Fermentation Conditions of  

Acinetobacter johnsonii LP28 Producing Cold-Adapted  

and Alkaline Lipase 

QI Wei，SHAO Jing，WANG Chen，WANG Hai-kuan 

(Key Laboratory of Industrial Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Strain LP28 was selected from the 49 alkaline lipase producing strains preserved in laboratory. The characteriza-

tion of the crude enzyme exhibited maximum activity at 30.℃ and pH 9.0 and retained 93.78% of its maximum activity after 

remaining 48 h at the room temperature. The strain was identified as Acinetobacter johnsonii by 16S rDNA assay and 

showed 99% homology. The optimal medium for lipase production was determined as follow(g/L)：starch 10，beef extract 

20，K2HPO4 1，PVA-bean oil 20. The alkaline lipase activity reached maximal level of 3.06.U/mL. 

Keywords：Acinetobacter johnsonii；cold-adapted and alkaline lipase；optimization 
 

  脂肪酶是能够催化长链脂肪酸甘油酯水解和合

成的羧酸酯酶[1]，是当代酶工业最受瞩目的酶种之 

一[2]．脂肪酶广泛存在于许多动植物及微生物中，已

有多种微生物脂肪酶实现商业化生产，主要应用于洗

涤、油脂水解、废水处理、食品加工及化妆品等工业． 

不动杆菌产生的脂肪酶具有对酯类的转酯性、水

解性、对应选择性[3]和对溶剂的耐受性等特点，且有

低温活性报道[4-6]，因此在洗涤、制药、食品、脂类加

工、毛纺和低温环境修复等工业上有着巨大的应用潜

力．近年来，不动杆菌产碱性脂肪酶在国内外虽已有

研究[6]，但是性质稳定的较少，且对约氏不动杆菌产

脂肪酶的研究并未报道．本文从实验室保藏的 49 株

碱性脂肪酶产生菌中筛选获得 1 株稳定性良好的低

温碱性脂肪酶产生菌．此外，对该菌所产生的碱性脂

肪酶进行了初步酶学性质研究和发酵条件的优化． 

1 材料与方法 

1.1 菌种来源 

本实验室[7]从渤海湾盐碱地被油污染的土样中
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筛选产碱性脂肪酶的菌株，由天津科技大学微生物菌

种保藏管理中心保藏． 

1.2 试剂与培养基 

1.2.1 试剂 

聚乙烯醇–油脂乳化液：取 20,g 聚乙烯醇，加蒸

馏水约 800,mL，加热至溶，冷却后定容至 1,000,mL

配成 2%的聚乙烯醇溶液，双层纱布过滤后备用．将

大豆油与上述 2%的聚乙烯醇溶液以 1∶3 的比例混

合．用高速组织捣碎机处理 10,min，即成乳白色聚乙

烯醇–大豆油乳化液．以相同方法配制花生油、橄榄

油、葵花油、棕榈油、椰子油、芥末油、三丁酸甘油酯的

聚乙烯醇–油脂乳化液(PVA–油脂)． 

1.2.2 培养基(g/L) 

  种子培养基：蛋白胨 40，蔗糖 20，K2HPO4,1， 

pH 8.0． 

  发酵培养基：蛋白胨 40，蔗糖 20，K2HPO4,1，大

豆油 10，pH 8.0． 

  斜面保藏培养基：酵母浸出粉 5，蛋白胨 10，

NaCl,5，琼脂 20，pH,8.0． 

1.3 发酵培养及粗酶液制备 

挑取 1 环斜面保藏菌种，接种于 30,mL 种子培养

基中，于 28,℃、180,r/min 条件下培养过夜，即为液体

种 子 ．2%液 体 种 子 接 种 于 30,mL 发 酵 培 养 基 中

(250,mL 三角瓶)，28,℃、180,r/min 培养 36,h．发酵结

束后，培养液在 4,℃、8,000,r/min 条件下离心 15,min，

取上清液即为粗酶液． 

1.4 酶活力测定 

1.4.1 平板扩散法 

  0.1,mol/L 磷酸缓冲液(pH 5.0～8.0)900,mL，琼

脂 20,g，121,℃灭菌 20 min，降温至 60,℃后加入含有

0.2%的维多利亚蓝 B 的大豆油乳化液 100,mL，混合

均匀后倒平板，冷却后打孔，直径为 5,mm．取 20,µL

粗酶液加入孔中，正置培养 24,h 后测量其出圈大小，

以 D/d 值表示相对酶活力的大小，其中 D 表示维多

利亚蓝圈直径，d表示打孔直径[8-9]． 

1.4.2 分光光度法 

具体方法参照文献[7]． 

  脂肪酶 1 个单位的定义：在 pH,8.0、30,℃条件 

下，1,min 释放 1,µmol 对硝基酚所需酶的量，以 U/mL 

表示． 

1.5 菌株的 16S rDNA 序列测定 

煮沸粗提 DNA 法提取 DNA，按照文献[10]对菌

体 16S,rDNA 序列进行 PCR 扩增，上游引物为 5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGG-3'；下游引物为 5'-

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3'．PCR 扩增产物

交由上海桑尼生物技术有限公司进行测序． 

2 结果与讨论 

2.1 菌株筛选 

将保藏的 49 株碱性脂肪酶产生菌进行活化，在

28,℃、pH,9.5 的条件下进行发酵培养，分光光度法测

定酶活，初筛出 16 株低温碱性脂肪酶产生菌．进一

步以室温放置稳定性为筛选条件，获得 1 株稳定性良

好的低温碱性脂肪酶产生菌 Acinetobacter johnsonii 

LP28，所产脂肪酶能在室温条件下稳定保存，放置

48,h 仍具有 93.78%的残余酶活．通过平板扩散法定

性研究结果表明，菌株 LP28 所产脂肪酶的最适作用

温度为 30,℃，相对酶活达 94.5%，最适 pH 为 9.0，该

脂肪酶属于低温碱性脂肪酶． 

2.2 菌株鉴定 

测得 菌 株 LP28 的 16S,rDNA 基 因序列，与

GenBank 中核酸数据进行比对，确定为约氏不动杆菌

(Acinetobacter johnsonii)，同源性为 99%，目前国内外

已有不动杆菌产脂肪酶的研究，但是未见约氏不动杆

菌的相关文献报道．Kasana
[11]报道的 Acinetobacter 

lwoffii,CR9 以及 Lee
[3]报道的 Acinetobacter sp.ES-1

所 产 脂 肪 酶 最适温度为 40,℃；Yoon[12] 报 道 的

Acinetobacter junii SY-01 脂肪酶最适作用温度为

45～50,℃．与之相比，本文所述的脂肪酶具有更低的

最适作用温度，在洗涤工业的应用中更有节能潜力． 

2.3 菌株发酵条件的优化 

2.3.1 碳源对产酶的影响 

以发酵培养基为基础，改变不同的碳源及其含

量，在接种量 2%、28,℃、180,r/min 发酵培养 36,h 后，

将发酵液于 4,℃、10,000,r/min 冷冻离心 10,min，取上

清液获得粗酶液．用分光光度法测定酶活力，结果见

表 1．结果表明，碳源为 1%淀粉时酶 活 最 高 ，为

2.10,U/mL．另外，葡萄糖对 LP28 菌株产脂肪酶具有

一定的抑制作用，这与 Mongkolthanaruk W
[13]报道的

一致． 

表 1 碳源对产酶的影响 

Tab.1 Effect of carbon sources on lipase production 

碳源 
酶活/ 

(U·mL
–1) 

碳源 
酶活/ 

(U·mL
–1) 

葡萄糖 0.5% 0.56 淀粉 0.5% 1.57 

葡萄糖 1.0% 0.45 淀粉 1.0% 2.10 

葡萄糖 1.5% 0.42 淀粉 1.5% 1.99 

蔗糖 0.5% 1.23 糊精 0.5% 1.20 

蔗糖 1.0% 1.98 糊精 1.0% 1.63 

蔗糖 1.5% 1.58 糊精 1.5% 1.58 
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2.3.2 氮源对产酶的影响 

  以上述优化培养基为基础，改变不同的氮源，采

用上述方法发酵测酶活力，结果见表 2．结果表明，菌

株 LP28 利用不同氮源产脂肪酶的差别较大，其中有

机氮源更利于脂肪酶的产生，本文以牛肉膏为氮源时

产酶最好，最高酶活为 2.20,U/mL． 

表 2 氮源对产酶的影响 

Tab.2 Effect of nitrogen sources on lipase production 

氮源 
酶活/ 

(U·mL
–1) 

氮源 
酶活/ 

(U·mL
–1) 

牛肉膏 2.20 蛋白胨 0.86 

豆饼粉 1.50 酵母膏 1.29 

玉米浆 1.40 玉米粉 0.77 

棉籽饼粉 1.18 NaNO3 0.83 

蛋白胨 1.76 NH4NO3 0.71 

2.3.3 诱导剂对产酶的影响 

(1)不同诱导剂对产酶的影响 

对于诱导型脂肪酶，诱导物质及其用量是产酶的

最主要因素．文献[3，14–15]报道不动杆菌多为诱导

型产酶，但对不同链长的酯类利用情况不同．据文献

[7]报道，聚乙烯醇-油脂乳化液对脂肪酶产生的诱导

更佳，本实验在上述优化培养基的基础上，分别添加

1%的聚乙烯醇–油脂乳化液(PVA-油脂)，并采用上述

方法发酵测酶活力，结果见表 3．结果表明，PVA-油

脂较普通油脂诱导剂的诱导效果明显提高，以 PVA-

橄榄油和 PVA-大豆油的诱导效果最佳，最高酶活达

2.58,U/mL．但是，鉴于大豆油的成本较橄榄油更为低

廉，本实验采用 PVA-大豆油为最优诱导物质进行后

续研究． 

表 3 不同诱导物质对产酶的影响 

Tab.3 Effect of different inducers on lipase production 

诱导物质 酶活/(U·mL
–1) 

大豆油(对照) 2.16 

PVA–大豆油 2.50 

PVA–花生油 1.25 

PVA–橄榄油 2.58 

PVA–葵花油 1.80 

PVA–棕榈油 1.31 

PVA–椰子油 1.69 

PVA–芥末油 1.49 

PVA–三丁酸甘油酯 1.20 

(2)诱导剂添加量对产酶的影响 

  以 PVA-大豆油为诱导物质，分别添加 0%、0.5%、

1.0%、1.5%、2.0%、2.5%、3.0%、3.5%、4.0%、4.5%、5.0%，

参照以上方法发酵测酶活力，结果如图 1 所示．结果

表明，PVA-大豆油添加量为 2%时酶活力最高，为 2.6 

U/mL．另外，随着诱导物质添加量的增加酶活力降

低，这说明过量的油脂对菌株 LP28 的产酶具有抑制

作用． 

 

图 1 PVA-大豆油的添加量对产酶的影响 

Fig.1  Effect of different volumes of PVA-soybeanoil on 

lipase production 

2.3.4 初始 pH 对产酶的影响 

用 HCl 或 NaOH 调节上述优化后发酵培养基的

pH 在 4.0～13.0 范围内，依上述方法发酵测酶活力，

结果如图 2 所示．结果表明，初始 pH,7.0～9.0 范围

内均适于产酶，且 pH,9.0 的酶活最高，为 2.67,U/mL． 

 

图 2 初始 pH对产酶的影响 

Fig.2 Effect of initiative pH on lipase production 

2.3.5 温度对产酶的影响 

控制发酵温度在 20～50,℃范围内，依上述方法

发酵测酶活力，结果如图 3 所示．结果表明，低温条

件下培养有利于产酶，最适产酶温度为 30,℃，最高酶

活为 2.93,U/mL． 

 

图 3 温度对产酶的影响 

Fig.3 Effect of temperature on lipase production 
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2.3.6 装液量对产酶的影响 

采用上述发酵条件，研究不同的装液量对产酶的

影响，结果如图 4 所示．结果表明，最适装液量为 30 

mL，最高酶活为 3.06,U/mL．装液量较大对产酶有抑

制作用，该菌的产酶需要较高的溶氧． 

 

图 4 装液量对产酶的影响 

Fig.4 Effect of liquid volume on lipase production 

3 结 论 

从实验室保藏的 49 株碱性脂肪酶产生菌中筛选

出1株具有低温碱性脂肪酶活性的菌株 LP28，对该脂

肪酶的酶学性质进行初步研究，发现其最适作用温度

为 30,℃，最适 pH 为 9.0，具有应用于洗涤剂行业的 

潜力． 

16S,rDNA 鉴定结果表明，该菌属于约氏不动杆

菌(Acinetobacter johnsonii)．本文对其产酶条件进行

了优化，摇瓶实验表明，最优产酶培养基为(g/L)：淀

粉 10，牛肉膏 20，K2HPO4 1，PVA–大豆油 20；最优培

养温度 30,℃、装液量 30,mL、初始 pH 为 9.0．其最高

酶活为 3.06,U/mL．在下一步工作中将通过诱变育

种、基因改组等技术进一步提高此菌的产酶能力，使

其在碱性洗涤剂领域发挥作用． 
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